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La presente Invention est relative k des supports solides 
fonctionnalises par des dendrimeres phosphores, k leur procede de preparation, a leur 
utilisation pour la preparation de biopuces et aux applications de ces biopuces, en 
particulier pour I'immobilisation de macromolecules, notamment de macromolecules 
5 biologiques telles que des acides nucl^iques, des lipides, des proteines (peptides, 
enzymes, anticorps, . . .) l^^^s partenaires moleculaires. 

Le developpement exponentiel de la genoraique et de la 
pharmacogenomique lie au sequen5age non seulement du genome humain, mais 
egalement a celui d'animaux, de bacteries, de virus, de plantes, etc... amine les 
10 laboratoires de recherche acad6miques ou industriels k consommer de maniere 
massive des biopuces fiables, faciles 'i fabriquer. 

Or, dans ce cadre particulier, il est primordial de pouvoir disposer de 
supports solides fonctioimalises pr6sentant un certain nombre de qualit6s. 

Ces supports doivent en particulier pormettre rimmobilisation 
15 reproductible de molecules d'interet, dans la mesure oii une immobilisation ''. 
reproductible est conditioimelle dWe detection elle-meme reproductible. 

Ces supports doivent egalement permettre rimmobilisation des 
molecules d'int6rSt de fa^on sensible. La sensibilite d'un support solide fonctionnalise - 
depend du taux d'immobilisation et de la methode de detection d'un signal, mais aussi * 
20 et surtout du niveau du bmit de fond (signal non specifique). Une diminution du bruit 
de fond ameliore le rapport signal/brait. En effet, dans un dispositif dans lequel on 
detecte la pr&ence d'especes biologiques au voisinage de la surface, le bruit de fond 
vient essentiellement de I'adsorption non specifique de mol6cules y compris de 
molecules biologiques d'interSt marqu6es et qu'il convient par consequent de limiten 
25 L'ideal est done d'obtenir un support qui possede un bruit de fond trhs has et une 
intensit6 de detection du signal SlevSe. 
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D'autre part, et notamment dans le cas particulier des r6actions 
dhybridation mettant en o&uvre des acides nucleiques, Taccrochage des sondes sur la 
surface d'un support solide doit garantir Tintegrite de la sequence et la stabilite du 
depot. Apres Tetape d'hybridation les resultats doivent Stre reproductibles d'un support 
5 a Tautre. A cet effet, les sondes doivent etre espacees de la surface du support solide 
afin de ne pas perturber Thybridation avec les acides nucleiques cibles. Ceci permet de 
s'approcher des conditions dliybridation en solution en mimant une hybridation en 3 
dimensions plutdt qu'en 2 dimensions classiquement obtenues par la technique lame 
de verre. Un espaceur d'au moins une quarantaine d'atomes (4-5 nm) est necessaire 
10 pour eviter les contraintes steriques entre TADN et la surface du support. 

Par ailleurs, il est important de pouvoir disposer de supports solides 
fonctionnalises reutilisables. La possibilite de pouvoir disposer d'un support 
reutilisable est d'un grand int6rSt car eUe autorise I'analyse de plusieurs echantillons 
biologiques avec un seul et mSme dispositif, ce qui permet d'effectuer des 
15 comparaisons quantitatives. De plus, les supports r6utilisables autorisent la realisation 
de plusieurs mesures sur un meme echantillon et permettent ainsi Tamelioration des 
resultats d'un point de vue statistique. 

A rheure actuelle, differents types de procedes de preparation des 
biopuces ont deja ete proposes. 
20 Les biopuces, et en particulier les biopuces a acides nucleiques, 

peuvent gtre fabriquees soit par synthase in situ soit par immobilisation de sondes. 

Dans le premier cas (synthase in situ\ les sondes sont des 
ohgonucleotides qui sont synth6tises 6tape par 6tape directeraent sur le support et qui 
ont une taille g6neralement comprise entre 20 et 30 bases. Ce precede de fabrication 
25 permet d'avoir acces k des puces a haute density (McGall et aU J. Am. Chem. Soc, 
1997, 119, 5081-5090). 

Dans le deuxifeme cas (immobilisation de sondes), les sondes sont 
presynthetisees puis immobilis^es sur le support. Deux types d'interactions avec la 
surface peuvent alors entrer en jeu. 
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L'acide nucleique sonde peut Stre maintenu sur la surface par des 
interactions 61ectrostatiques entre les groupements phosphates du squelette charges 
negativement et la surface modifiee du support chargee positivement. A titre 
d'exemple, ce type de biopuce peut etre obtenu par recouvrement de la surface avec de 
5 la poIy-L-iysine ou par silanisation avec un amino-silane (Zammatteo et al. Anal. 
Biochem., 2000, 280, 143-150 ; Eisen et al. Methods in Enzymol, 1999. 303, 179- 
205). Dans ce type d'immobilisation, la sonde est g6n6ralement couchee sur le support 
ce qui peut entrainer des probl^mes d'accessibilite lors de I'etape d'hybridation. De 
plus, ce mode d'interactions ioniques n'est pas suffisanunent stable pour perraettre une 

10 reutilisation de la biopuce. 

L'acide nucl6ique sonde peut egalement fitre greffe sur le support par 
le biais d'interactions covalentes. G&i6ralement les liaisons entre les sondes et le 
support sont etablies par une des extr6mit6s 3' ou 5' de l'acide nucl6ique permettant ■ 
une accessibility de la sonde sur toute sa longuexir d'oi une meilleure qualite de la 

15 rdponse en terme d'hybridation. Plusieurs combinaisons de fonctionnalisation du' 
support et des acides nucl^iques peuvent etre rencontr6es. Le support peut, par* 
exeraple, comporter des fonctions nucl€ophiles telles que des fonctions -NH2 ou -SB: ' 
et l'acide nucleique k greffer comporte alors une fonction electrophile telle que par ' 
exemple une fonction -CHO, -NCS, -NHS ou encore -COOR, et inversement. Selon 

20 une autre variante, le support et l'acide nucleique peuvent Stre nucl6ophiles et un 
espaceur di-electrophile pennettra le couplage entre les deux entity. Enfin le support 
et la sonde peuvent Stre ^ectrophiles et le couplage sera realis6 grSce i un espaceur 
di-nucleophile. 

Les biopuces fabriqu6es actuellement sont, pour une trfes grande 
25 majorite, realis6es en utilisant le verre comme support. 

Les plus utilises possMent des surfaces fonctionnalis6es avec un 
espaceur tennin6 par une fonction -NH2. Leur efficacite en terme d'accrochage et 
d'hybridation a ete confirmee mais aucune reutilisation de ce type de lame n'est 
possible, les interactions entre les sondes et le support 6tant de type ionique. 
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D'autres lames comportant a leur surface des fonctions aldehyde 
sont commercialisees. Ces fonctions sont introduites par utilisation d'un silane- 
aldehyde, espaceur simple, qui ne presente qu'une seule fonction d'ancrage par 
molecule que ce soit du cote du support ou du cote des acides nucleiques. Or il a ete 
5 montre que Tancrage par plusieurs points sur la surface est important (Zhao et aL, 
Nucl. Acids Res., 2001, 29, 955-959 ; demande Internationale WO 01/51689) puisqull 
permet d'assurer une augmentation des sites de fixation des sondes sur le support ce 
qui entraSne une meilleure r6ponse en terme dliybridation. 

Une autre fafon d'obtenir une meilleure sensibilite de detection est 

10 notamment reportee dans les travaux de M. Beier et J.D, Hoheisel, NucL Acids Res,, 
1999, 27, 1970-1977. Les auteurs ont construit, sur une lame de verre, des molecules 
ramifiees ^ six branches dans ie but d'augmenter la density de sondes. La nature de ces 
espaceurs ramifies permet aussi de moduler la nature hydrophile ou hydrophobe de la 
surface. Leur precede de preparation inclut au total huit etapes de synthese, a partir 

15 d'une lame aminee, pour obtenir la biopuce ce qui limite fortement leur 
developpement industriel. De plus, les molecules ramifiees sont generees in situ de 
fa9on non controlable, et leur structure n'est pas definie, ce qui ne permet pas de 
garantir une homogeneite de la surface de la biopuce ainsi obtenue. Tous les liens 
etant covalents, les auteurs ont montre, que leurs biopuces pouvaient Stre reutilisees. II 

20 est a noter que la reutilisation des biopuces est courante dans le cas d*un support en 
Nylon® et a ete plus rdcenmient d6crite avec du plastique (voir demande 
intemationale WO 00/55627). 

Enfin, des travaux recents (Benters ei al, Chembiochem., 2001, 2, 
686-694) d6crivent Tutilisation de dendrimdres amines "PAMAM® starbust" pour la 

25 fabrication de biopuces, en sept etapes de synthese exigeantes en terme de conditions 
operatoires, et dont certaines ne peuvent Stre contrSlees puisqu'elles sont realis6es 
directement sur le verre, pour Tobtention d'un support qui n'est pas stable dans le 
temps. En effet, Tutilisation de ces biopuces inclut une 6tape deactivation pr^alable de 
la couche de dendrimeres avant de realiser le couplage avec les oligonucleotides. 

30 Cette etape genere une surface reactive qui n*est pas stable dans le temps puisque les 
auteurs indiquent que les sondes doivent etre greffees inunediatement apres 
Tactivation. Ceci limite fortement la commercialisation de ce type de support. 



5 



Le developpement exponentiel de la g6nomique et de la 
phannacogenomique lie au sequen9age non. seulement du genome humain, mais 
egalement a celui d'animaux, de bactSries, de virus, de plantes, etc... amfene les 
laboratoires de recherche academiques ou industriels a consommer de maniere 
5 massive des biopuces fiables, faciles a fabriquer. La reutilisation est un critere 
supplementaire qui permet de valider de maniere statistique les essais biologiques. 
C'est done afin de remedier a Tensemble de ces inconvenients et de pourvoir a des 
biopuces r6utilisables pouvant etre fabriquees k moindre coiit, en peu d'etapes, de 
maniere controlee et reproductible et pr6sentant une excellente stability et une tr^s 
10 bonne sensibilite de detection, que les Inventeurs ont mis au point ce qui fait I'objet de 
rinvention. 

La presente Invention a done pour premier objet un support solide 
caract6ris6 par le fait qu'il comprend au moins une surface fonctioimalisde de fafon 
covalente par des dendrimeres phosphorus poss6dant un noyau central qui contient au. 

15 moins deux groupements fonctionnels et comportant k leur peripheric plusieurs, 
fonctions aptes k permettre la fixation ou la synthese in sitii de molecules d^interet,:. 
lesdits dendrim&res ayant une taille comprise entre 1 et 20 nm. . 

Dans la suite de la description, de tels supports solides-- 
fonctionnalises par des dendrimeres phosphores sont appeles « dendrilames ». 

20 Les dendrimeres sont des polymeres, isomoleculaires a structure 

ramifiee et definie, formes d'un noyau central (coeur) k partir duquel sont creees ou 
grejffees des ramifications. Ces ramifications sont multifonctionnelles, c'est-4-dire 
qu*elles portent, en particulier en p6ripherie, plusieurs groupements chimiques 
fonctionnels, identiques ou dififerents, choisis selon les propri6t6s que Ton souhaite 

25 conferer au dendrimdre. Chaque nouvelle generation est obtenue par introduction d'un 
nouveau niveau de ramifications. L'ensemble des points de jonctions des branches 
situes k une 6gale distance du coeur correspond k une g6n6ration. Une representation 
sch6matique d'un dendrimere de g6n6ration 4, obtenu k partir d'un ccexu: trifonctionnel, 
est donnee sur la figure 1 annex6e. 

30 Pairoi les dendrimeres pouvant etre utilises selon Tlnvention, on 

prefere ceux qui sont constitues : 
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- d'une couche centrale sous la forme d'un noyau central Po, 
eventuellement phosphore, comprenant de 2 a 12 groupements fonctionnalises, 

- de n couches intermediaires, identiques ou differentes, chacune 
desdites couches intermediaires etant constituee d'unit^s Pi repondant a la fonnule (I) 

5 suivante : 




dans laquelle : 

L est un atome d'oxygtoe, de phosphore, de soufre ou d'azote, 
M represente Tun des groupes suivants : 
10 • un groupe aromatique di-, tri- ou tetrasubstitue par des groupes 

alkyles, des groupes alcoxy, des groupements msatur6s du type 
ol6finique en Ci-Cn, azoique, acetylenique, tous ces groupes 
pouvant mcorporer ou non des atomes de phosphore, d'oxygfene, 
d'azote, de soufre ou des halogenes, ou 
15 • un groupe alkyle ou alcoxy comportant plusieurs substituants 

tels que definis lorsque M est un groupe aromatique, 
Ri et R2, qui peuvent etre identiques ou differents, repr^sentent un 
atome d'hydrogene ou Tun des groupes suivants : alkyle, alcoxy, aryle, comportant ou 
non des atomes de phosphore, d'oxygene, de soufre, d'azote ou des halogenes avec R2 
20 6tant le plus souvent different de Ri, 

n est un nombre entier compris entre 1 et 1 1 , 

E est un atome d'oxygene, de soufre ou d'azote, ledit atome d'azote 
pouvant etre li6 h un groupe alkyle, alcoxy ou aryle, tous ces groupes pouvant 
incorporer ou non des atomes de phosphore, d'oxygfene, d'azote, de soufre ou des 
25 halogfenes, 

- une couche exteme constituee d'unites P2, identiques ou 
differentes, et repondant a la formule n suivante : 
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dans laquelle : 

W represente I'un des groupes suivants : alkyle, alcoxy, aryle, tous 
ces groupes coraportant ou non des atomes de phosphore, d'oxyg^ne, d'azote, de 
soufre ou des halogenes, 

X repr&ente un groupement aldehyde, thiol, amine, 6poxyde, acide 
carboxylique, alcool, ph6nol, et de manidre plus g6n6rale tout groupement coraportant 
ou non des atomes de phosphore, d'oxygene, d'azote, de soufi«, de carbone ou 
dlialog^ne. 

De fafon pr6fi§rentielle, le noyau central Pq de ces dendrim^res est ^ 
s61ectionne dans le groupe constitu6 par le groupement de formule gen6rale ma : 



(Ilia) 



et le groupement de formule g6n6rale Hlb 



Rfi^P 



(lllb) 
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dans lequel R5 represente un atome de soufre, d'oxyg^e ou d'azote. 

Selon une forme de r6alisation avantageuse de I'lnvention, les 
dendrimeres sont choisis parmi les compos6s dans lesquels le groupe de formule (I) 
ci-dessus represente le groupe suivant : 




dans lequel Ra represente xrn radical alkyle en CrCi2 et plus 
particuliferement im radical m6thyle ; 

et le groupe de formule (II) repr6sente l*un des deux groupes suivants : 
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et dans lesquels le nombre de generations vaiie de prfiference entre 1 

et6. 

Des exemples de tels dendrimeres sent donnes sur les figures 2 et 3 
annex6es qui representent respectivement la structure d'un dendrimere de gen6ration 4 
10 a terminaisons aldehyde et la structure d*un dendrimere de generation 3 a terminaisons 
thioL 

Parmi les supports solides pouvant etre fonctionnalises 
conformement a Tlnvention, on pent en particulier citer les supports comportant au 
raoins une surface siliciee telle que les lames, les billes et les capillaires en verre, les 
15 supports en silicium, en plastique et les supports metalliques tels que par exemple les 
plots d'or. 

Les dendrimferes utilises confonn6ment k I'lnvention peuvent etre 
synthetises de fa9on connue de VHomme du m6tier, par repetition d'une mSme 
sequence reactionnelle pemiettant Tobtention d'une nouvelle generation k la fin de 
20 chaque cycle de synthase et par consequent d'un nombre croissant de branches et de 
fonctions peripheriques toutes identiques (Tomalia D.A., Ang. Chem. Int Ed,, 1990, 
29, 138 ; Launay et al, Angew. Chem. Int Ed. Engl., 1994, 33, 1589 et J. Organomet. 
Chem., 1997, 529,51). 

En particulier, ces dendrimeres peuvent etre construits etape par 
25 etape a partir d'un noyau central possedant au moins deux groupements fonctionnels 
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tel que par exeraple ITiexachlorocyclotriphosphazfene : N3P3CI6, qui possede six 
groupements fonctionnels. 

De fa9on plus precise, ces dendrimeres sont generalement construits 
par la repetition de deux etapes h partir du coeur. La premiere 6tape est la substitution 
5 des atomes de chlore en milieu basique par un compose difonctionnel ayant une 
fonction alcool et une fonction aldehyde, par exemple le 4-hydroxybenzaIdehyde. La 
deiixieme etape cree les points de ramification et consiste en une reaction de 
condensation avec un compose ayant deux types de fonctions : un groupement NH2 et 
au moins un groupement PCI2 comme par exemple le compos6 H2NNMeP(S)Cl2. Les 
10 deux premieres etapes de la m^thode de synthese a partir du coeur hexafonctionnel 
sont representees sur le sch&na de synthase A repr6sent6 sur la figure 4 annex6e. 

Une suite iterative des etapes de synthase permet de construire des 
dendrimeres de generation croissante. 

Le tableau I ci-apr6s indique le nombre de fonctions tenninales 
15 pr6sentes k la p6ripherie des dendrimeres de differentes generations obt«ius k partir i 
du coeur N3P3 ainsi que leur taille en Angstroms : .> 

Tableau I 



G^n£ration 


Nombre de fonctions 


Taille (A) 


I 


12 


30 


2 


24 


45 


3 


48 


60 


4 


96 


75 


5 


192 


90 


6 


384 


105 


7 


768 


120 



La pr6sente Invention a egalement pour objet un proc6de de 
20 preparation d'un support solide conforme a I'lnvention (dendrilame), caracterise par le 
fait qu*ii comprend une etape de formation d'une liaison covalente entre des 
dendrimeres phosphorus poss6dant un noyau central qui contient au moins deux 
groupements fonctionnels, lesdits dendrimeres comportant a leur peripherie plusieurs 
fonctions aptes k permettre leur fixation sur ladite surface et la fixation ou la synthese 
25 in situ de molecules dlnterSt, et la surface fonctionnalisee ou non d'un support solide 
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pour obtenir un support solide fonctionnalis6 de fa9on covalente par lesdits 
dendrinieres. 

Selon une premiere forme de realisation du proc6de conforme k 
rinvention, les dendrimeres comportent k leur peripheric des fonctions permettant 
5 raccrociiage direct par rinterm6diaire d'une liaison covalente de ces demiers sur la 
surface non prealablement fonctionnalisee dudit support solide. C'est le cas, en 
particulier, lorsque les dendrimeres comportent a leur peripheric des fonctions thiol et 
que le support solide comprend une surface d^or. 

Selon une seconde forme de realisation du proc6de conforme a 
10 rinvention, et lorsque la surface du support solide utilise ne comprend pas de 
fonctions compatibles avec les fonctions p6ripheriques du dendrimeres utilise, il est 
alors n6cessaire de fonctionnaliser prealablement ladite surface au moyen de fonctions 
aptes a permettre la fixation covalente desdits dendrimeres. 

Selon cette seconde variante, le proc6de conforme a llnvention est 
1 5 alors caracteris6 par le fait qu'il comprend les etapes suivantes : 

a) la fonctionnalisation d'au moins une surface d'un support solide 
par des fonctions aptes a permettre la fixation de dendrimeres phosphorus poss6dant 
un noyau central qui contient au moins deux groupements fonctionnels, lesdits 
dendrimeres comportant k leur periph6rie plusieurs fonctions aptes a permettre lenr 

20 fixation sur ladite surface ainsi fonctionnalisee et la fixation ou la synthase in situ de 
molecules d'int6ret ; 

b) la preactivation eventuelle des fonctions du support pour obtenir 
une surface fonctionnalisee activee, 

c) la formation d'une liaison covalente entre lesdits dendrimeres et 
25 ladite surface fonctionnalisee et 6ventuellement activee, pour obtenir un support solide 

fonctionnalise de fafon covalente par lesdits dendrimeres. 

Selon une forme de realisation avantageuse de rinvention, retape a) 
de fonctiormalisation de la surface du support solide est realisee par silanisation au 
moyen d*un reactif de silanisation comportant des fonctions aptes k fixer les 
30 dendrimeres, telles que par exemple des groupements amine. 

A titre d'exemple, Tetape de silanisation pent etre realisee en 
utilisant un reactif de silanisation amine tel que par exemple le 
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3-arainopropyltriethoxysilane (Sigma), raminopropyldiethoxym^thylsilane ou bien 
encore rarainopropyImono6thoxydimethylsilane. 

Selon une forme de realisation preferde de Tlnvention, Tdtape de 
fixation covalente directe des dendrimeres (cas de la premifere variante) et Fetape a) de 
5 silanisation de la surface du support (cas de la deiixieme variante) sont precedees 
d'une etape de nettoyage de la surface du support en milieu basique, acide et/ou 
oxydant. 

Dans le cas particulier de la deuxieme variante du proc6de conforme 
a rinvention, ces deux etapes de lavage et de silanisation sont resumees sur le schema 
10 de synthese B ci-dessous : 



SCBPfeMAB 



1/ Nettoyage 
NaOH 2.5 M 

Si OH Si OH H2O / EtOH. 2 heures, t.a. 



//////// 




2/ Silanisation 

OEt 

EtO— Si. 
I 

OEt 

L'etape b) optionnelle de pr6activation sert a rdactiver si n6cessaire 
15 les fonctions amine fix6es sur le support k Tissue de Tdtape de silanisation. En effet, 
le stockage, mSme court, des supports solides amines pent entrainer une protonation 
des groupements NH2. II est done souvent preferable de reactiver les fonctions amine 
en milieu basique avant de faire reagir les dendrimferes. Dans ce cas particulier, les 
etapes b) et c) sont reprdsentes sur le Schema C ci-apr^s : 

20 



b) Preactivatlon 
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SCBPfcMAC 



KOH. 6 min 



NH, 



NH2 



//////// 



c) Fonctionnalisation avec les dsndrim&res 



CHO 



10 



NH2 



NH2 



Si — — Si- 

I I 
//////// 




CH2CI2. 7 heures 




CHO 



Si — — Si- 



//////// 



Selon une forme de realisation avantageuse du proc6de conforme a 
rinvention, cette 6tape de pr6activatioii est r6alisee par traitement du support k Taide 
d'un agent alcalinisant tel que par exemple la potasse, pendant une duree comprise 
entre 2 et 20 minutes environ, 

Selon une forme de realisation avantageuse de Tlnvention, Tetape 
de fixation covalente des dendrimeres, consiste i : 

- preparer une solution desdits dendrimdres dans un solvant, tel que 
par exemple le dichloromethane ou le tetrahydrofurane, 

- mettre ladite solution de dendrimeres en contact avec la surface 
6ventuellement fonctionnalisee et eventuellement activ6e, pendant une duree comprise 
entre 10 minutes et 24 heures environ, de preference entre 2 et 8 heures environ, a ime 
temperature de preference comprise entre 4 et 50**C environ. 
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A Tissue de Tetape de fixation covalente des dendrimeres, les 
supports conformes a Tlnvention (dendrilames) sont de preference rinc6s puis seches. 

L'6tape de rin?age est de pref6rence realisee a I'aide d'un solvant 
organique tel que le dichlorom6thane ou le tetrahydrofiirane puis a I'aide d'un alcool 
5 inferieur tel que I'^thanol. 

Le sechage des dendrilames peut par exemple dtre effectue k I'air 
comprime, sous courant d' azote ou bien encore par centrifugation. 

Les dendrilames ainsi obtenues peuvent ensuite etre stock6es et/ou 
directement utilisees pour rimmobilisation et/ou la synthase in situ de molecules, en 
1 0 particulier de molecules biologiques. 

Les dendrilames confomies i Tlnvention peuvent en particiilier 6tre 
stock6es pendant au moins deux mois, sans qu'aucune alteration des fonctions situ6es 
k la p6riph6rie des dendrim&res ne se produise, 

La pr6sente Invention a done ^galement pour objet I'utilisation d'un 
15 support solide fonctionnalise par des dendrimeres phosphores confomies k Tlnvention 
(dendrilames), conmie support pour rimmobilisation et/ou la synthase in situ de 
molecules d'interet telles que par exemple des molecules d'acide nucleique 
(oligonucleotides, produits PGR...), des lipides, des prot6ines (peptides, enzymes, 
anticorps, . . .) ou leurs partenaires mol6culaires. 
20 L'Invention a aussi pour objet une biopuce caracterisee par le fait 

qu'elle est constitute d*un support solide comportant au moins une surface 
fonctionnaliste par des dendrimeres phosphorus sur lesquels sont fixees de fa^on 
covalente des molecules d'int6r8t telles que des acides nucleiques (oligonucleotides, 
produits PGR...), des lipides, des pipteines (peptides, enzymes, anticorps, ...) ou leurs 
25 partenaires raoleculaires, 

Selon rinvention, de telles biopuces sont appelees « dendripuces ». 

De telles dendripuces possfedent un bruit de fond tres bas et une 
intensite de signal elev6e par exemple apres hybridation d'acides nucleiques avec des 
cibles fluorescentes. Ges "dendripuces" presentent Tavantage d'etre reutilisables sans 
30 perte significative du signal mais surtout sans augmentation du bruit de fond. Ceci 
entraine une r6duction significative * des couts d^analyse et pemiet d'obtenir des 
donnees statistiques fiables pour une analyse donn6e. Ges dendripuces sont de plus 
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obtenues en peu d'etapes de synthese (trois k cinq) ; celles-ci se d6roiilant dans des 
conditions operatoires non contraignantes, de mani^re contr616e at reproductible. 

Par ailleurs, du fait de la staicture meme des dendrimeres, ces 
dendripuces presentent Tavantage de posseder de multiples points d'ancrage sur la 
5 surface d*une part et sur les molecules d*interet d'autre part, le tout garantissant une 
excellente stabilit6 de I'ensemble support-dendrim^res-molecules d*interet. 

Un autre objet de Tlnvention est un proced6 de preparation d'une 
dendripuce telle que definie ci-dessus, caracterise par le fait qu'il consiste a mettre en 
contact un support solide ayant au moins une surface fonctiomialis6e par des 

10 dendrimeres phosphor6s comportant a leur peripherie des fonctions aptes a permettre 
la fixation covalente de molecules d'interSt avec une solution tampon renfermant des 
molecules d'intdret prealablement fonctionnalisees par, ou comportant deji, un ou 
plusieurs groupements aptes a former une liaison covalente avec lesdites fonctions 
peripheriques des dendrimeres. 

15 Selon une premiere forme de realisation de ce precede, et lorsque les 

fonctions peripheriques des dendrimeres utilises sent des fonctions aldehydes, alors 
les molecules d'interet sont de preference prealablement fonctionnalisees par, ou 
contiennent deja, une ou plusieurs fonctions amine, ou sont prealablement 
fonctionnalisees par une ou plusieurs fonctions oxyamine (-ONH2) ou hydrazine 

20 (-NH-NH2), et de maniere plus gen6rale par toute fonction susceptible de reagir avec 
une fonction aldehyde. 

Aussi» dans ce cas, les molecules d'interSt (acides nucleiques 
amines, oligonucleotides de tallies variables ou produits PGR), sont depos6s sur les 
"dendrilames" en utilisant, par exemple, le tampon phosphate 0,3 M, pH 9. Lorsque 

25 les molecules d'interSt sont prealablement fonctionnalisees par, ou contiennent dej^, 
une ou plusieurs fonctions amine, cette etape est suivie d'une reduction des fonctions 
imines presentes entre les acides nucleiques et les dendrimeres d'une part et entre les 
dendrimeres et le support d'autre part (voir Schema D ci-apres). Cette 6tape de 
reduction permet egalement de reduire les fonctions aldehydes residuelles en alcool 

30 rendant la surface hydrophile. De plus, les alcools ne peuvent pas entrainer de reaction 
non specifique avec les cibles marquees (pas d'augmentation du bruit de fond). 
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SCHfeMA D 



ADN 




Selon une deuxi^e forme de realisation de ce proced6, et loisque 
les fonctions p6riph6riques des dendrimdres utilis6s sont des fonctions thiol, alors les 
molecules d'int^rSt sont de pr6ference prealablement fonctionnalis^es par, ou 
contiennent deja, une ou plusieurs fonctions thiol (pour permettre la creation d'un 
pont disulfure), ou sont pr6alablement fonctionnalis6es par une ou plusieurs fonctions 
iodoac6tamido (-NHCO-CH2-I), et de manifere plus gen6rale, par toute fonction 
susceptible de reagir avec une fonction thiol. Ce type de fonctionnalisation est 
particuliereraent adapt6 aux supports solides coraportant une surface de type silicium 
ou en or. Dans le cas d'un lien disulfure etabli entre le support et les sondes 
nucleiques, la surface peut Stre reg6n6r6e par une 6tape de reduction. La surface tiiiol 
ainsi obtenue peut Stre a nouveau "recharg^e" avec d'autres sequences 
oligonucleotidiques ou avec des proteines. 

Selon une troisifeme forme de realisation de ce procdde, et lorsque 
les fonctions p6ripheriques des dendrimferes utilises sont des fonctions amines, alors 
les molecules d'int6r6t sont pr6alablement fonctionnalis6es par, ou contiennent deji 
une ou plusieurs fonctions ald6hyde, a-oxoald6hyde, -COOR, -NCS, -NHS, et de 
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maniere plus g6n6rale, par toute fonction capable de reagir avec une fonction aminfe. 

Selon une quatrieme fonne de realisation de ce proced6, et lorsque 
les fonctions p6iipheriques des dendrimdres utilises sont des fonctions 6poxyde, alors 
les molecules d'interet sont prealablement fonctionnalisees par, ou contiennent deji 
5 une ou plusieurs fonctions amine, et de maniere plus generale, par toute fonction 
capable de reagir avec une fonction epoxyde. 

Selon le procede de pr6paration des dendripuces conforme a 
{'Invention, la reaction de fixation covalente des molecules d'interet sur les 
dendrilaraes est de preference realisee k une temperature comprise entre 4 et 5Q^C 
10 environ, pendant une duree comprise entre 2 et 24 heures environ. 

Les dendripuces ainsi obtenues peuvent avantageusement etre 
utilisees en tant qu'outil de diagnostic miiiiaturis6, en fonction de la nature des 
molecules d'interSt fixees, comme puces k ADN par exemple pour rdaliser des 
reactions d'hybridation avec des cibles complementaires, comme puces k peptides, k 
15 polypeptides ou k proteines par exemple pour la detection de reponses de type 
antig&tie-anticorps par I'utilisation de r6actifs marques, fluorescents, radioactifs ou 
marques chimiquement. 

Les dendripuces conformes a la presente Invention peuvent 
egalement etre utilisees comme puces a polypeptides pour le criblage de molecules et 
20 poiu: Tanalyse des relations entre molecules, de type ligand-recepteur. 

De telles dendripuces pr&entent en particulier Tavantage d'etre 

reutilisables. 

Outre les dispositions qui prdcedent, Tlnvention comprend encore 
d'autres dispositions qui ressortiront de la description qui va suivre, qui se refere k 

25 deux exemples de preparation de dendrilames en verre fonctionnalisees par des 
dendrim^res de difGSrentes gm^rations et k extremit6s aldehyde, a un exemple de 
preparation de biopuces k partir de ces dendrilames, a un exemple d'inrunobilisation de 
molecules d'acide nucleique sur des biopuces conformes k I'lnvention, k un exemple 
de synthese d'un dendrimfere de generation 3 et a extremites thiol et a un exemple de 

30 preparation de dendrilames avec des dendrimeres de generation 3 a extremites thiol, 
ainsi qu'aux figures 1 a 7 dans lesquelles : 

- la figure 1 represente une vue schematique d*un dendrimere de 
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g6n6ratioa 4, obtenu k partir d'un coeur trifonctionnel ; 

- la figure 2 represente la formule d'un dendrimfere phosphor^ de 
generation 4 comportant des fonctions p6ripheriques terminales aldehydes ; 

- la figure 3 represente la formula d'un dendrim^re phosphore de 
5 generation 3 k fonctions p6riplieriques terminales thiol ; 

- la figure 4 est un schema de synthese A representant les deux 
premieres etapes du precede de preparation d'un dendrim6re i coeur phosphor^ ; 

- la figure 5 represente les images des signaux de fluorescence 
obtenus apres 10 cycles d'hybridation/deshybridation sur des dendripuces conformes k 

10 rinvention ; 

- la figure 6 rqpresente les images des signaux de fluorescence 
obtenus apr^s 10 cycles d'hybridation/d&hybridation sur des dendripuces confonnes k 
rinvention en fonction de la concaitration en oligonucleotides cibles ; 

- la figure 7 repr&ente les images des signaux de fluorescence ' 
15 obtenus lors d'une 6tude concemant la recherche de mutations sur des 

oligonucleotides. 

EXEMPLE 1 ; PRJEPAR ATION D'lJN SUPPORT SOLmE CQNSHTUE PAR 
UNE LAME DE VERRE FONC TIONNALISfeE PAR DES DENDRIMfeRRS 
PHQSPHORES A EXTRt MITTES ALDEHYDE f"DENDRILAMES"1 
1> Premiere 6tape : Preactivation des lames de verre 
Des lames de verre commerciales, fonctionnalisees par des 
groupements amine (CORNING®-CMT-GAPS Amino-Silane Coated Slides) sont 
immergees dans une solution de aqueuse de potasse (8 %) pendant 20 minutes sous 
agitation k I'aide d'un agitateur orbital k une vitesse de 30 rotations par minute 
25 (Heidolph Instruments Polymax 1040). Les lames sont ensuite abondamment iinc6es 
avec de I'eau milliQ (3 lavages de 5 minutes chacun) et sont enfin s6ch6es sous courant 
d'azote. 

2^ Denxi^m e etane : Preparation des "dendrilames" 

Dans cet exemple, trois types de dendrimeres dififerents ont et6 

30 utilises : 
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- Dendrim^res G3 : Dendrimeres de ti*oisieme generation comportant 
un coeur phosphore de formule (EUa) telle que decrite ci-dessus et comportant k leur 
peripherie 48 fonctions aldehydes ; 

- Dendrimeres G4 : Dendrimeres de quatrifeme gen6ration 
comportant un coeur phosphore de formule (Ilia) telle que decrite ci-dessus et 
comportant a leiur peripherie 96 fonctions aldehydes ; 

- Dendrimeres G5 : Dendrimeres de cinquieme generation 
comportant un coeur phosphore de formule (Ilia) telle que decrite ci-dessus et 
comportant k leur pdripherie 192 fonctions aldehydes ; 

Les lames pr6activees sont immerg6es dans une solution de 
dendrimferes G3, G4 ou G5 a 0,1% dans du dichlorom6thane. EUes sont agitees 
pendant 6 heures k temperature ambiante (30 rotations/mn), EUes sont ensuite rinc6es 
avec du dichlorom6thane (2 lavages de 5 minutes chacun) puis avec de I'ethanol (1 
lavage de 5 minutes) et sont enfin sech6es sous courant d'azote. 

On obtient ainsi des lames de verre dont la surface est 
fonctionnalisee par des dendrimeres de G3, G4 ou G5 (dendrilames : DL-A-G3 ; 
DL-A-G4 et DL-A-G5). Ces dendrilames peuvent ensuite etre utilisees pour 
rimmobilisation de molecules d'interet 

EXEMPLE 2 : PREPARATION P^UN SUPPORT SOLIDE CONSTITUE PAR 
UNE LAME DE VERRE FONCTIONNALISEE PAR DES DENDRIMERES 
PHOSPHORES A EXTR^MITfeS ALDEHYDE f "DENDRILAMES 
1^ Premiere 6tape ; Nettovage des lames de verre 
Des lames de verre commerciales (Gold-Seal-Microslides®, 
Polylabo) sont placees sur un portoir et celui-ci est immerge dans une solution alcaline 
de lavage constituee de 50 g de sonde dans 200 ml d'eau milllQ et de 300 ml 
d'6thanoI k 95%. Les lames sont agitees pendant 2 heures k temperature ambiante, 
EUes sont ensuite abondarament rincees avec de Teau milliQ (3 lavages de 5 minutes 
chacun) et sechees sous courant d'azote ou par centrifugation. 
2) Deuxieme etape ; Silanisation 

Les lames de verre ainsi nettoyees sont immergees dans ime solution 
de 3-aminopropyltriethoxysilane (GAPS, Aldrich) a 10 % dans I'ethanol a 95 % et sont 
placees sous agitation pendant une nuit a temperature ambiante. EUes sont ensuite 
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laissees pendant 30 minutes k I'air libre, rinc6es avec de r6thanol k95%(2 lavages de 

5 minutes chacun) puis avec de I'eau milllQ (1 lavage de 5 minutes et 1 lavage de 2 
minutes avec sonication) avant d'Stre s6ch6es sous courant d'azote. EUes sont ensuite 
placees pendant 3 heures k une temperature de 120'C. 

5 3) Troisieme etape ; Pr6activation 

Les lames silanis6es sont plac6es dans une solution aqueuse de 
potasse (8 %) pendant 5 minutes, sous agitation a temperature ambiante. EUes sont 
ensuite rincees avec de I'eau milliQ (3 lavages de 5 minutes chacun) avant d'etre 
sechees sous courant d'azote. 

4) Ouatrifeme 6tane r Fonctionnalisation avec les dendrimSres 

Les lames pr6activees sont plac6es dans une solution de dendrimdres 
G4 tel que decrit ci-dessus k rexemple 1 (0,1 % dans du dichlorom6thane) pendant 7 
heures sous agitation k temperature ambiante. EUes sont ensuite lav6es avec du 
dichloromethane (2 lavages de 5 minutes chacun) puis avec de l'6thanol (1 lavage de 5 
1 5 minutes) avant d'§tre s6chees sous courant d'azote. 

On obtient ainsi un support solide fonctionnalise par des 
dendrimferes phosphores k fonctions aldehydes (dendrilame : DL-B-G4). Cette 
dendrilame pent ensuite 8tre utilisee pour I'immobilisation de molecules d'int^ret. 
EXEMPLE 3 ; PREPARATION DE BIQPUCES A PARTIR DES 
20 DENDRILA MES PRfePAR^ES AUX EXEMPLES 1 ET 2 ; "DENDRIPUCES" 

1) D6pdt des oligonucleotides 

a) Oligonucleotides utilis6s 

Oligonucleotide ONI : 35 mer-amine ayant la s6quence SEQ ID IvTl 

suivante : 

25 ^' -GTG-ATC-GTT-GTA-TCG-AGG-AAT-ACT-CCG-ATA-CCA- 

TT , modifi6 en position 5' par un groupement - NH2-(CH2)6-. 

Get oUgonucleotide, qui est modifi6 k son extremity 5' par un bras k 

6 carbones tennin6 par une fonction amine (Eurogentec, Belgique), permet la reaction 
avec les fonctions ald6hydes pr6sentes sur la dendrilame telle que ddcrite ci-dessus 

30 aux exemples I et 2. 

01igonucl6otide ON2 : 35 mer-oxyamine ayant la sequence SEQ ID 
N°l decrite ci-dessus et modifie en position 5' par un - H2NO-(CH2)6-. 



20 



La sequence SEQ ID N"*! des oligonucleotides ONI et 0N2 
correspond a une partie du gene GPHl de la levure Saccharomyces cerevisiae. 

Les dep6ts des oligonucleotides ont ete efTectues en utilisant le robot 
EurogridderO (Eurogentec, Seraing, Belgique) et ont ete espaces de 200 ^m. 

5 b) Depots sur les dendrilames 

On utilise les dendrilames DL-A-G3, DL-A-G4, DL-A-G5 et DL-B- 
G4 telles que pr6parees ci-dessus aux exemples I et 2. 

Sur les dendrilames DL-A-G3, DL-A-G4, DL-A-G5 preparees a 
Texemple 1, les oligonucleotides ONI sont deposes dans un tampon phosphate 0,3 M 

10 (pH 9) contenant des quantites croissantes de dimethylsulfoxide (DMSO) (0 ; 10 ; 20 ; 
30 ; 40 ou 50 %, v/v) en utilisant le robot Eurogridder® (Eurogentec, Belgique). Les 
voliunes d6poses sont de 2 nl et les concentrations varient de 1|liM a 1 0 \sm (1 ; 2 ; 5 et 
10 |LiM). Apvhs depdt les lames sont laissees pendant une nuit a temp6rature ambiante. 
Elles sont ensuite inamerg6es dans xme solution aqueuse de borohydrure de sodium 

1 5 (NaBHU, 3,5 mg/mL) (etape de reduction des fonctions imines) et sont agitees pendant 
3 heures a temperature ambiante. Elles sont rinc6es avec de I'eau MilliQ (3 lavages de 
5 minutes chacun) et sont sechees sous courant d' azote ou par centrifogation. On 
obtient les dendripuces (DP) suivantes DP1-A-G3 ; DP1-A-G4 et DP1-A-G5. 

Sur les dendrilames DL-B-G4 preparees a I'exemple 2, les 

20 oligonucleotides ONI sont deposes dans le tampon phosphate 0,3 M (pH 9) en 
utilisant le robot de d6p6t. Les volumes deposes sont de 2 nl et la concentration est de 
10 \}M. Apres depdt les lames sont laiss6es pendant une nuit k une temp6rature 
ambiante. Elles sont ensuite immerg6es dans une solution aqueuse de borohydrure de 
sodiimi (NaBH4, 3,5 mg/mL) (6tape de reduction des fonctions imines) et sont agit6es 

25 pendant 3 heures a temperature ambiante. Elles sont rincees avec de Teau MilliQ (3 
lavages de 5 minutes chacun) et sont sechees sous courant d'azote ou par 
centrifugation. On obtient des dendripuces DP1-B-G4. 

Les oligonucleotides 0N2 ont egalement ete deposes sur les 
dendrilames pr6parees a I'exemple 2. 

30 Pour ce faire, les oligonucleotides ON2 sont deposes dans Teau 

MilliQ. Les volumes deposes sont de 0,2 yl et les concentrations varient de 1 |i.M a 10 
IxM (1 |.iM, 5 |.iM et 10 \jM). Sur la meme lame les oligonucleotides ONI ont ete 
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deposes dans le tampon phosphate 0,3 M dans les memes conditions de volume et de 
concentration. Les lames sont laissees pendant 7 heures k temperature ambiante. Elles 
sont ensuite inmiergees dans une solution aqueuse de borohydrure de sodium (NaBHU, 
3,5 mg/mL) et sont agit6es pendant 3 heures a temperature ambiante. Elles sont 
5 ensuite rincees avec de Teau MilliQ (1 lavage de 5 minutes), avec une solution 
aqueuse de dodecylsulfate de sodium (SDS) a 0,2 % (1 lavage de 5 minutes) et a 
nouveau avec de I'eau (Sminutes). Elles sont enfin s6chees sous courant d'azote. On 
obtient des dendripuces DP2-B-G4. 

On obtient ainsi difF6rentes sortes de biopuces correspondant a des 
10 dendrilames sur lesquelles ont ete fixes des oligpnucleotides ("dendripuces"). Ces 
dendripuces peuvent ensuite 8tre utilisees dans des reactions d*hybridation. 
EXEMPLE 4 : HYBRIDATION 
1) Materiel et mfethodes 
1-a) Tampons utilises 

15 Les differents tampons utilises lors des etapes d'hybridation sont 

reportes ci-dessous ; ils ont ete prepar6s k partir des difKrentes solutions 
conmierciales suivantes : 

- 20 X SSC (citrate de sodium 0,3 M ; NaCl 3 M, pH environ 7 ; Sigma) 

- 20 X SSPE (Tampon Phosphate 0,2 M, 2,98 M NaCl, 0,02 M EDTA, pH environ 
20 7 A ; Sigma), 

- 50 X Solution de Denhardt (Sigma), 

- ADN saumon (9,9 mg/mL, Sigma). 

Tampon d^hvbridation : SSPE 2 x, SDS 0, 1 % [ON cible] = 200 nM, pH 7,4 

Avec comme oligonucleotides cibles : 
25 ON-CyS : ^' - CyS — AAT GOT ATC GGA GTA - ^' 

ON-Cy3 : - CyS — AAT GGT ATC GGA GTA - ^' 
La sequence de ces oligonucleotides cibles correspond a la sequence 

SEO ID N°2. 

Tampon de lavage : SSPE 2x, SDS 0,1%, pH 7,4 : 
30 Tampon de deshvbridation : 2,5 mM Na2HP04, 0,1% SDS 
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1-b) Etape d' hybridation 

Les hybridations sont r6alisees en ajoutant le volume necessaire de 
cibles marquees (de 2 p,l a 40 jxl suivant la surface k couvrir) sur la zone de dep6t de 
chaque dendripuce. 

5 Differentes concentrations de cibles a d6tecter : 200 nM, 100 nM, 20 

nM, 10 iiMy 2 nM et 1 nM ont ete preparees et utilisees au cours des etapes 
d'hybridation afin d'evaluer la sensibilite de detection des dendripuces conformes a 
rinvention. 

La goutte est alors recouverte d'une lamelle et Tensemble est place 

10 dans une chambre d'hybridation (« CMT-Hybridization Chamber » vendue par la socidte 
Coming). Les lames sont laiss6es pendant 15 minutes i temperature ambiante et sont 
ensuite lav6es en utilisant le tampon de lavage pendant 5 minutes a temperature 
ambiante- EUes sont enfin s6chees sous courant d'azote, 
1-c) Lecture des lames 

15 La lecture des lames est r6aJisee en utilisant im scanner Axon equip6 de deux lasers 
permettant une lecture a des longueurs d'ondes d'excitation de 532 nm et de 635 nm 
(Cy3 et Cy5 respectivement). La fluorescence 6mise par les fluorochromes apres 
excitation est detectee par un tube photo-multiplicateur (PMT). Classiquement le PMT 
a une valeur comprise entre 450 et 600. Le resultat est obtenu sous forme d'un fichier 

20 image avec une resolution de 10 jam/pixel. L'analyse informatique des fichiers images 
et la quantification de Tintensit^ de fluorescence ont et6 realis6es en utilisant le 
logiciel Genepix®. 
1-d) Etape de d^shybridation 

Lorsque la lecture des lames est termin6e, on procede k la 

25 deshybridation des lames. 

Pour ce faire, les dendripuces sont plac6es dans un tube Flacon de 
50 ml rempli avec le tampon de deshybridation d6crit ci-dessus. L'ensemble est place 
pendant 5 minutes k 95^C. La lame est alors rincee trois fois avec de Teau milliQ et 
sechee par centrifligation ou sous courant d'azote. La lame est ensuite scannee afin de 

30 s'assurer que la deshybridation a bien eu lieu. EUe est ainsi prete pour etre k nouveau 
utilisee pour une autre hybridation. 
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1-e) £tucle de mutations 

D6p6ts : 

L'oligonucleotide ONI tel que decrit ci-dessus (10 jaM, 2 nl) est 
depose sur les dendrilames DL-A-G3, DL-A-G4 ou DL-A-G5 prepar6es selon 
5 Texemple 1. Les depots sont effectues en quatre endroits differents sur la meme 
dendrilame. Les hybridations sont effectuees en utilisant quatre oligonucleotides de 15 
bases fonctionnalises a leurs extremites 5' par un fluorophore Cy5 et qui contiennent 
en milieu de sequence les quatre bases possibles T, A, G ou C (Eurogentec). Les 
sequences de ces oligonucleotides sont les suivantes : 
10 -"ISmer Cy5 T" (complementaire) : - Cy5— AAT GGT ATC GGA GTA ^' (SEQ ID 
N«2) 

- "I5mer Cy5 A" : • Cy5— AAT GGT AAC GGA GTA ^' (SEQ ID N^3) 

- "1 5mer Cy5 G" : ^' - Cy5— AAT GGT AGC GGA GTA ^' (SEQ ID NM) 

- "15mer Cy5 C" : ^' - Cy5— AAT GGT ACC GGA GTA (SEQ ID N^5) 
15 Hybridations 

- Tampon dliybridation : SSC 6x, SDS 0,2%, solution de Denhartd 
5x, ADN saumon 10 )Lig, pH 7 contenant I'oligonucleotide ISmer Cy5 T, A, G ou C a 
une concentration de 200 nM. 

- Tampon de lavage : lavage 1 : SSC 2x, 0,1% SDS, pH 7 
20 lavage 2 : SSC 0,2x. 

On depose 5 [xl de chacune des solutions d^hybridation sur chaque 
zone de depot constitu6e d'oligonucl^otide ONI. On recouvre chaque zone d'une 
lamelle (sans que les lamelles ne se touchent)^ On place la lame dans une chambre 
d*hybridation (Coming) que Ton plonge dans un bain a 42^C pendant une heure. Les 
25 lames sont ensuite lavees avec le tampon de lavage 1 pendant 5 minutes a temperature 
ambiante ou a 50*^0 puis avec le tampon de lavage 2 pendant 5 minutes k SO'^C, EUes 
sont enfin sechees sous courant d'azote. 



30 
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2) Rfesultats 

2-a) Reutilisation des dendripuces et sensibility de la detection en fonction de la 
nature du tampon de dSpdt, de la concentration en ON et de la nature des 
dendrimeres 

5 Sur les dendripuces DP1-A-G3, DP1-A^G4 et DP1-A-G5, et pour 

chaque concentration testee de cibles k detecter, les etapes d*hybridation, de lecture 
des lames et de deshybridation ont et6 effectuees 7 fois avec TON 15-mer Cy5 (200 
nM), afin de demontrer le caractere reutilisable des dendripuces confonnes k 
rinvention, ainsi que la sensibilite et la reproductibilite des resultats obtenus, Les 

10 valeurs d'intensite de fluorescence sont regroup6es dans les Tableaux 11 a IV ci-apres ; 
le PMT a valeur de 600 et les depots ont ete realises en triplicata pour chaque 
tampon : 



15 



20 



25 



30 



25 



TABLEAU n 



DP1-A-G3 : APKES LA PREMltRE HYBRIDATION 


Conce 


Dtration ONI : 5 jiM 


Concentration ONI : 10 nM 


Concentration 
DMSO (%) 


Diam&tre 
des depots 
iixm) 


Signal/Bruit 


Concentration 
DMSO (%) 


Diametre 
des depots 

(m) 


Signal/Bruit 


0 


90 


65000/200 


0 


100 


65000/200 


10 


110 


65000/200 


10 


110 


65000/200 


20 


110 


65000/200 


20 


140 


65000/200 


30 


140 


65000/200 


30 


140 


65000/200 


40 


140 


65000/200 


40 


150 


65000/200 


50 


160 


42000/200 


50 


160 


50000/200 


apr£:s seft hybridations 




Concei 


itration ONl : 5 ^iM 


Concentration ONI : 10 |iM 


Concentration 
DMSO (%) 


Diametre 
des d^ots 
iiim) 


Signal/Bruit 


Concentration 
DMSO (%) 


Diamfetre 
des d6p6ts 
(^m) 


Signal/Bruit 


0 


90 


65000/300 


0 


100 


65000/350 


10 


no 


65000/300 


10 


110 


65000/350 


20 


110 


65000/300 


20 


140 


65000/350 


30 


140 


65000/300 


30 


140 


65000/350 


40 


140 ■ 


65000/300 


40 


150 


65000/350 


50 


160 


50000/300 


50 


160 


50000/350 
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TABLEAU m 



DP1-A-G4 : APRES LA PREMIERE HYBRIDATION 


Concentration ONI : 5 |^ 


Concentration ONI : 10 \iM 


Concentration 
DMSO (%) 


Diametre 
des dep6ts 
(lim) 


Signal/Bruit 


Concentration 
DMSO (%) 


Dijunetre 
des depots 
(urn) 


Signal/Bruit 


0 


90 


65000/300 


0 


100 


65000/300 


10 


120 


65000/300 


10 


110 


65000/300 


20 


120 


53000/300 


20 


110 


65000/300 


30 


140 


65000/300 


30 


170 


65000/300 


40 


160 


65000/300 


40 


190 


65000/300 


50 


170 


53000/200 


50 


180 


65000/200 


APRJ^S SEPT HYBRIDATIONS 


Concentration ONI : 5 p.M 


Concentration ONI : 10 nM 


Concentration 
DMSO (%) 


Diamfetre 
des depots 
(jim) 


Signal/Bruit 


Concentration 
DMSO (%) 


Diametre 
des depdts 
(Hm) 


Signal/Bruit 


0 


90 


65000/300 


0 


100 


65000/350 


10 


110 


65000/300 


10 


110 


65000/350 


20 


110 


56000/300 


20 


140 


45000/350 


30 


140 


52000/300 


30 


140 


65000/350 


40 


140 


65000/300 


40 


150 


65000/350 


50 


160 


48000/300 


50 


160 


51000/350 
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TABLEAU TV 



DPl-A-GS : APR&S LA PREMIERE HYBRIDATION 


Concentration ONI : 5 ^iM 


Concentration ONI : 10 \iM 


Concentration 
DMSO (%) 


Diamfetre 
des d6pdts 
i\im) 


Signal/Bruit 


Concentration 
DMSO(%) 


Diametre 
des d6pdts 
Own) 


Signal/Bruit 


0 


100 


65000/200 


0 


90 


65000/200 


10 


110 


65000/200 


10 


100 


65000/200 


20 


130 


65000/200 


20 


120 


45000/200 


30 


160 


38000/200 


30 


170 


65000/200 


40 


170 


65000/200 


40 


180 


65000/200 


50 


180 


47000/200 


50 


170 


48000/200 


APRES SEPT HYBRID ATIONS 


Concentration ONI : 5 nM 


Concentration ONI : 10 jiiM 


Concentration 
DMSO (%) 


Diam^tre 
des d6pdts 
(/im) 


Signal/Bruit 


Concentration 
DMSO (%) 


Diametre 
des depots 
(nm) 


Signal/Bruit 


0 


90 


65000/500 


0 


100 


65000/500 


10 


110 


65000/500 


10 


110 


65000/500 


20 


110 


56000/500 


20 


140 


45000/500 


30 


140 


52000/500 


30 


140 


65000/500 


40 


140 


60000/500 


40 


150 


62000/500 


50 


160 


42000/500 


50 


160 


60000/500 



Ces r6sultats montrent que les rapports signal^ruit sont 
5 pratiquement constants entre la premiere et la septieme hybridation. Ces resultats 
ddmontrent que les dendripuces conformes k I'lnvention peuvent etre reutilis6es sans 
diminution du rapport signal/bruit. 
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De plus, ces r6sultats montrent que les rapports signal/bruit obteuus 
avec les differentes concentrations de tampon sont tres proches et done significatifs de 
la reproductibilite et de la sensibility des raesures. 

De la meme maniere, 10 cycles d'hybridation et de deshybridation 
5 ont ete realises sur les dendripuces DP1-B-G4 telles que preparees ci-dessus a 
Texemple 2. 

Les resultats obtenus, sous la forme d'images des signaux de 
fluorescence, sont represent6s sur la figure 5. 

Ces resultats montrent que le rapport signal/bmit aprds la premiere 
10 hybridation (65000/200) est le meme apres la dixieme hybridation et done significatif 
du caractere reutilisable des dendripuces conformes a la presente Invention. 
2-b) Reutilisation des dendripuces et sensibilite de la d6tection en fonction de la 
concentratiou en ON cible et de la nature des dendrimires 

^oligonucleotide ONI a 6t6 depose en cinq endroits differents sur 
15 les dendripuces DP1-A-G3, DP1-A-G4 et DP1-A-G5 telles que preparees a Texemple 
3 ci-dessus. 

Les solutions d*hybridation suivantes contenant des concentrations 
decroissantes en 0N-Cy5 cible ont ete utilisees aj5n d'evaluer la sensibilite des 
dendripuces conformes k I'lnvention : 
20 - SSPE 2x, SDS 0,1%, [ON- Cy5] = 200 nM 

- SSPE 2x, SDS 0,1%, [0N-Cy5] = 100 nM 

- SSPE 2x, SDS 0,1%, [0N-Cy5] = 20 nM 

- SSPE 2x, SDS 0,1%, [0N-Cy5] - 10 nM 

- SSPE 2x, SDS 0,1%, [0N-Cy5] - 2 nM 
25 . SSPE 2x, SDS 0,1%, [0N-Cy5] = 1 nM 

2 111 de chacune de ces solutions dTiybridation ont ensuite ete 
deposes sur les dendripuces et laissds incuber pendant 15 minutes k temperature 
ambiante. Les dendripuces ont ensuite ete lavees avec le tampon SSPE 2x, SDS 0,1% 
pendant 5 minutes a temperature ambiante avant d'etre sechees sous courant d'azote ou 
30 par centrifugation. 10 cycles d'hybridation/deshybridation ont ainsi ete effectues, 

Les images obtenues sont representees sur la figure 6. 
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Ces r6sultats montrent que pour une concentration en 0N-Cy5 cible 
variant entre 200 nM et 10 nM, et meme aprfes 10 cycles d'hybridation/deshybridation, 
on obtient un rapport signal/bruit constant de 65000/200. Pour une concentration en 
0N-Cy5 cible inferieure, c'est-i-dire de 2nM ou de InM, on obtient des rapports 
5 signal/bruit respectivement de 50000/200 et de 40000/200 significatifs de la tres 
bonne sensibilite de detection des dendripuces conformes k I'lnvention et de la 
reproductibilite des resultats qu'elles pennettent d'obtenir lorsqu'elles sont reutilisees 
plusieurs fois. 

2-b) Detection de mutations 

10 Les resultats obtenus sont repr6sent6s sur la figure 7 annexee sur 

laquelle on pent voir que seul T oligonucleotide parfaitement complementaire conduit 
a Tobtention d'un signal de fluorescence alors qu'aucun signal de fluorescence n'est 
obtenu avec les oligonucleotides contenant une mutation en milieu de chame. Les 
dendripuces conformes a TLivention permettent done de d6tecter des mutations. 

15 EXEMPLE 5: SYNTHESE D UN DENDRBVCfcRE DE GENERATION 3 A 
EXTREMTTfeS XmOLS 

1) Premij^re 6tape : Svnthese d'un dendrimfere de generation 3 k extremitds 
NH(Me) 

A une solution de dendrimdre de gen6ration 3 (coeur N3P3, Launay et 
20 a/, pre-cite) a extremites aldehydes (650 mg) dans le dichloromethane est ajoutee, a la 
seringue, un 16ger exces de monomethylhydrazine (224 ixl). Apres quatre heures 
d'agitation k temperature ambiante le milieu r6actionnel est concentre sous pression 
reduite puis le dendrimfere de g6n6ration 3 k extr6mites NH(Me) est precipit6 en 
utilisant du diethylether (3x15 ml). La poudre blanche resultante est lavee plusieurs 
25 fois avec ce solvant avant d'Stre sechee sous pression reduite. 

2) Deuxieme e tape ; Svnthese d^un dendrimere de generation 3 k extremites 
thiols 

Le dendrimere de gen6ration 3 k extremites NH(Me) obtenu a 
Tetape 1) ci-dessus (1 g) est dissous dans 2,5 ml de y-thiobutyrolactone dans un tube 
30 de Schlenk. Le melange est maintenu sous agitation pendant 3 jours a 50-55''C sous 
pression autogfene. Apres refroidissement, le bmt reactionnel est lav6 avec 3x50 ml de 
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diethylether pour donner un dendrimere de generation 3 possedant 48 fonctions thiols 
a sa peripherie. 

Ce dendrimere, qui est represente sur la figure 3 annexee, peut 
ensuite Stre utilise poiu- la fabrication des dendrilames conformes a Tlnvention. 
5 Remarque : cette procedure est g6nerale et permet d'obtenir des dendrimferes a 
extr6mites thiols de toutes les generations (Schmid et al, Chem. Eur. J., 2000, 6, 

1693). 

EXEMPLE 6 : PREPARATION DE "DENDRILAMES^' 

FONCTIONNALISEES PAR DES DENDRIMERES A EXTREMITES THIOLS 

10 Des lames en SiOa, SiOa silanisees ou SiNx sur lesquelles sont fixes 

des plots d'or (10 |.im^ a 500 j.un^) sont pr6alablement lavees avec de Tethanol a 95 % 
et sechees k Tair comprime. EUes sont ensuite plongees pour des dur6es variables (15 
minutes, 1 heure, 2 heures et 12 heures) dans une solution constita6e de 100 tig de 
dendrimeres de generation 3 k extremit6s thiols tel que prepar6 ci-dessus 4 I'exemple 

15 5 dissous dans 5 ml de THF distill6. Les lames sont ensuite lavees avec du THF 
distille (± ultrasons) puis avec de Tethanol avant d'etre sech6es k Tair comprim6, Le 
resultat du greffage (non represente) est observe par microscopie a force atomique 
(AFM). Dans le cas des plots d*or sur support SiOa, le greffage des dendrimeres 
G3-thiols est non s6Iectif (fixation a la fois sur Tor et sur le support SiOa). Dans le cas 

20 des supports SiOa silanises ou SiNx, le greffage des dendrim&res G3-thiols se fait 
selectivement sur les plots d'or. On obtient ainsi des lames en silicium/or dont la 
surface est fonctionnalisee par des dendrimferes-thiol de generation 3 (dendrilames : 
DL-C-G3'). Ces dendrilames peuvent ensuite etre utilis6es poiu: rimmobilisation de 
molecules d'interet. 
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REVENDICATIONS 

1. Support solide caracterise par ie fait qu'il comprend au moins une 
surface fonctionnalisee de fafon covalente par des dendrimeres phosphor6s poss6dant 
un noyau central qui contient au moins deux groupements fonctiormels et comportant 

5 a leur peripherie plusieurs fonctions aptes k permettre la fixation ou la synthase in situ 
de molecules d'interet, lesdits dendrimeres ayant une taille comprise entre 1 et 20 nm. 

2. Support solide selon la revendication 1, caracterise par le fait que 
les dendrimeres sont choisis panni ceux qui sent constitues : 

- d*une couche centrale sous la forme d*un noyau central Pq, 
10 eventuellement phosphore, comprenant de 2 i 12 groupements fonctionnalises, 

- de n couches intennediaires, identiques ou differentes, chacune 
desdites couches intermediaires etant constituee d'unites Pi repondant k la formule (T) 
suivante : 




(I) 



15 dans laquelle : 

L est im atome d'oxygfene, de phosphore, de soujBre ou d'azote, 
M repr6sente Tun des groupes suivants : 

• un groupe aroraatique di-, tri- ou t6trasubstitu6 par des groupes 
alkyles, des groupes alcoxy, des groupements insatur6s du type 
olefinique en C1-C12, azoi'ques, acetyl6nique, tons ces groupes 
pouvant incorporer ou non des atomes de phosphore, d'oxygene, 
d'azote, de soiifre ou des halogenes, ou 

• un groupe alkyle ou alcoxy comportant plusieurs substituants 
tels que definis lorsque M est un groupe aromatique, 

Rt et R2, qui peuvent Stre identiques ou diff6rents, representent un 
atome d*hydrog^jne ou Tun des groupes suivants : alkyle, alcoxy, aryle, comportant ou 
non des atomes de phosphore, d'oxygene, de soufire, d'azote ou des halogenes avec R2 
etant le plus souvent different de Ri, 

n est un nombre entier compris entre 1 et 11, 
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E est un atome d'oxygene, de soufre ou d'azote, ledit atome d'azote 



pouvant etre lie a un groupe alkyle, alcoxy ou aryle, tous ces groupes pouvant 
incorporer ou non des atomes de phosphore, d'oxygene, d'azote, de soufre ou des 
halog^nes, 

- une couche exteme constitu6e d'unites P2, identiques ou 
differentes, et repondant a la fonnule II suivante : 



dans laquelle : 

W represente Tun des groupes suivants : alkyle, alcoxy, aryle, tous 
10 ces groupes comportant ou non des atomes de phosphore, d'oxygfene, d'azote, de 
soufre ou des halogenes, 

X reprdsente un groupement aldehyde, thiol, amine, 6poxyde, acide 
carboxylique, alcool ou phenol. 

3. Support solide selon la revendication 2, caracterise par le fait que 
15 le noyau central Po est selectionne dans le groupe constitue par le groupement de 
formule generale nia : 



W 



X 



01) 




\ 



(Ilia) 



et le groupement de fonnule g6nerale lUb : 



(lllb) 



20 dans lequel R5 repr6sente un atome de soufre, d'oxygene ou d'azote. 
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4. Support selon la revendication 2 ou 3, caracteris6 par le fait que 
les dendrimeres sont choisis parmi les composes dans lesquels le groupe de formule 
(1) represente le groupe suivant : 




5 dans lequel R2 represente un radical alkyle en C1-C12 et plus 

particulierement un radical mdthyle ; 

et le groupe de formule (II) represente Tun des deux groupes suivants : 




O 



et dans, lesquels le nombre de generations varie de preference entre 1 

10 et 6. 

5. Support solide selon Tune quelconque des revendications 
precedentes, caracterise par le fait qu'il est choisi parmi les supports comportant au * 
moins une surface siliciee telle que les lames, les billes et les capillaires en verre, les 
supports en silicium, en plastique et les supports metalliques. 

15 6. Procede de preparation d'un support solide tel que defini a Time 

quelconque des revendications 1 i 5, caract6ris6 par le fait qu'il comprend une etape 
de formation d*une liaison covalente entre des dendrimeres phosphor6s possedant un 
noyau central qui contient au .moins deux groupements fonctionnels, lesdits 
dendrimeres comportant k leur p6riph6rie plusieurs fonctions aptes k permettre leur 

20 fixation sur ladite surface et la fixation ou la synthase in situ de molecules d'interSt, et 
la surface fonctionnalis6e ou non d*un support solide pour obtenir un support solide 
fonctionnalise de fa9on covalente par lesdits dendrimeres. 

7. Procede selon la revendication 6, caracterise par le fait que les 
dendrimeres comportant a leur periphdrie des fonctions pemiettant Taccrochage direct 

25 par I'intermediaire d'une liaison covalente de* ces demiers sur la surface non 
prealablement fonctionnalisee dudit support solide. 
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8. Precede selon la revendication 7, caracteris6 par le fait que les 
dendrimeres comportent a leur p6ripherie des fonctions thiol et que le support solide 
coinprend une surface d'or. 

9. Procede selon la revendication 6, dans lequel la surface dn support 
5 solide utilise ne comprend pas de fonctions compatibles avec les fonctions 

peripheriques du dendrimere utilis6, caracterise par le fait qu'il comprend les etapes 
suivantes : 

a) la fonctionnalisation d'au moins une surface d'un support solide 
par des fonctions aptes a pennettre la fixation de dendrimeres phosphores possedant 

10 un noyau central qxu contient au moins deux groupements fonctionnels, lesdits 
dendrimeres comportant a leur periph6rie plusieurs fonctions aptes a pemiettre leur 
fixation sur ladite surface ainsi fonctioimalis6e et la fixation ou la synthase in situ de 
molecules d'interet ; 

b) la preactivation eventuelle des fonctions du support pour obtenir 
1 5 une siu-face fonctionnalis6e activee, 

c) la formation d'une liaison covalente entre lesdits dendrimferes et 
ladite surface fonctionnalisee et eventuellement activee, pour obtenir un support solide 
fonctioraialise de fa9on covalente par lesdits dendrimeres. 

10. Procede selon la revendication 9, caracterise par le fait que 
20 Tetape a) de fonctionnalisation de la surface du support solide est realisee par 

silanisation au moyen d'un r6actif de silanisation comportant des fonctions aptes a 
fixer les dendrimeres, telles que par exemple des groupements amine. 

11. Procede selon la revendication 9 ou 10, caracterise par le fait que 
le reactif de silanisation est amine, 

25 12. Procede selon Tune quelconque des revendications 9 i 11, 

caracterise par le fait que T^tape de preactivation est realisee par traitement du support 
a Taide d'un agent alcalinisant, pendant ime duree comprise entre 2 et 20 minutes. 

13. Proced6 selon Tune quelconque des revendications 6 i 12, 
caracterise par le fait que Tetape de fixation covalente des dendrimeres, consiste k : 

30 - preparer une solution desdits dendrimeres dans un solvant. 
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- mettre ladite solution de dendrimeres en contact avec la surface 
eventuellement fonctionnalisee et eventuellement activee, pendant une duree comprise 
entre 10 minutes et 24 heures. 

14. Precede selon Tune quelconque des revendications 6 a 13, 
5 caracterise par le fait qu'i Tissue de I'etape de fixation covalente des dendrimeres, les 

supports sont rinces puis seches. 

15. Utilisation d'un support solide fonctionnalise par des 
dendrimeres phosphores tel que defini a Tune quelconque des revendications 1 a 5, 
comme support pour Timmobilisation et/ou la synthese in situ de molecules dMnt^ret. 

10 16. Utilisation selon la revendication 15, caracterisee par le fait que 

les molecules d'interet sont des molecules d'acide nucleique, des lipides, des prot6ines 
ou leurs partenaires moleculaires. 

17. Biopuce ou dendripuce caract6ris6e par le fait qu'elle est 
constitute d'un support solide comportant au moins une surface fonctionnalis6e par 

15 des dendrimeres phosphores et tels que definis k Tune quelconque des revendications 
lis, sur lesquels sont fixees, de fa9on covalente, des molecules d*interSt, 

18. Biopuce selon la revendication 17, caract6risee par le fait qu'elle 

est reutilisable. 

19. Proc6de de preparation d'une biopuce telle que definie k la 
20 revendication 17 ou 18, caracterise par le fait qu'il consiste k mettre en contact un 

support solide ayant au moins une surface fonctionnalis6e par des dendrimeres 
phosphores et comportant a leur peripheric des fonctions aptes a permettre la fixation 
covalente de molecules d'interet avec une' solution tampon renferaiant des molecules 
d'interet prealablement fonctiomialis6es par, ou comportant d6ja, un ou plusieurs 
25 groupements aptes a former ime liaison covalente avec lesdites fonctions 
peripheriques des dendrimeres. 

20. Proc6d6 selon la revendication 19, caracteris6 par le fait que les 
fonctions p6riph6riques des dendrimeres utilises sont des fonctions aldehydes, et que 
les mol6cules tfinterSt sont prdalablement fonctioimalisees par, ou contiennent deja, 

30 une ou plusieurs fonctions amine, ou sont pr6alablement fonctionnalisees par une ou 
plusieurs fonctions oxyamine (-ONH2) ou hydrazine (-NH-NH2). 
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21. Proced6 selon la revendication 20, caracteris6 par le fait que les 
molecules d'interet sont prealablement fonctionnalis6es par, ou contiennent dej^, une 
ou plusieurs fonctions amine et que Tetape de fixation des molecules d'interet est 
suivie d*une etape de reduction des fonctions imines. 
5 22. Procede selon la revendication 19, caracteris6 par le fait que les 

fonctions peripheriques des dendrimeres utilises sont des fonctions thiol, et que les 
molecules d'int6ret sont prealablement fonctionnalisees par, ou contiennent deja, une 
ou plusieurs fonctions thiol ou sont prealablement fonctionnalisees par une ou 
plusieurs fonctions iodoacetamido (-NHCO-CH2-I). 
10 23. Procede selon la revendication 19, caracterise par le fait que les 

fonctions periph6riques des dendrimeres utilises sont des fonctions amines, et que les 
molecules d'int6rSt sont prealablement fonctionnalisees par, ou contieiment deja, une 
ou plusieurs fonctions aldehyde, a-oxoaldehyde, -COOR, -NCS ou -NHS. 

24. Proc6de selon la revendication 19, caracterise par le fait que les 
15 fonctions peripheriques des dendrimeres utilises sont des fonctions epoxyde, et que les 

molecules d'interet sont prealablement fonctionnalisees par, ou contiennent deja, une 
ou plusieiurs fonctions amine. 

25. Procede selon Time quelconque des revendications 19 i 24, 
caracterise par le fait que la reaction de fixation covalente des molecules d'interet sur 

20 les dendrilames est realisee a une temperature comprise entre 4 et 50^C, pendant une 
duree comprise entre 2 et 24 heures. 

26. Utilisation d'une dendripuce selon la revendication 17 ou 18 
corame puces k ADN, a peptides, k polypeptides ou k proteines. 
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